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摘要 :【 目 的) 明确 气味 结合 蛋白 基因 Mmed0BP19 4& P ri 4 Microplitis mediator 足 部 的 表达 
定位 及 重组 MmedOBP19 的 配 体 结 合 特征 。【 方 法】 利用 扫描 电镜 观察 化 学 感 器 在 中 红 侧 沟 黄 蜂 足 
部 的 分 布 ,通过 原 位 杂交 研究 MmedOBP19 在 中 红 侧 沟 蓝 蜂 肉 蜂 前 足 中 的 表达 定位 ,并 采用 荧光 竞 
争 结合 实验 分 析 MmedOBP19 重组 蛋白 与 86 种 潜在 配 体 的 结合 特征 。【 结果 】 扫 描 电 镜 观 察 发 现 ， 
中 红 侧 沟 莫 蜂 的 足 部 主要 分 布 3 种 类 型 的 感 器 ,分 别 是 毛 形 感 器 、 刺 形 感 器 和 锥 形 感 器 。 原 位 杂交 
结果 显示 ,MrmedOBP19 的 表达 主要 集中 在 中 红 侧 沟 黄蜂 前 足 中 节 的 感 器 下 方 。 重 组 MmedOBP19 
与 配 体 的 结合 力 测定 结果 显示 , MmedOBP19 与 非 挥 发 性 植物 次 生物 质 包 括 棉 酚 (K; 22.32 +0.17 
pmol/L) 、 硫 酸 黄连 素 (K =4.86+1.81 pmol/L) , Ab jk X (K; =4.93 +0.21 pmol/L) #7 (K; = 

5.23 +0.38 pmol/L) 、 鞭 香 叶 普 (K; =5.91 +0.26 pmol/L) 和 奎 宁 (K; 26.05 +0.51 pmol/L) #4 
有 较 强 的 结合 能 力 ,同时 能 够 结合 油 酸 (KK, =4.32 + 上 1.73 pmol/L) 及 亚 油 酸 (K, =3.55 +0.44 
umol/L) ,但 与 柠 榜 烯 (KK; =12. 65 +2.55 jmol/L) 的 结合 力 较 弱 。[【 4536] 推测 中 红 侧 沟 黄蜂 足 部 
具有 化 学 感受 功能 ,MmedOBP19 主要 参与 中 红 侧 沟 莫 蜂 足 部 味觉 识别 过 程 。 

关键 词 : 中 红 侧 沟 莫 蜂 ; 气味 结合 蛋白 ; 感 器 ; 超 微 结 构 ; 原 位 杂交 ; 荧光 竞争 结合 实验 ; 化 学 感受 
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Abstract: [ Aim] This study aims to investigate the expression of the odor binding protein gene 
MmedOBP19 in the sensilla in legs of the braconid wasp Microplitis mediator and the ligand binding 
characteristics of recombinant MmedOBP19. [Methods] The ultrastructure of sensilla on the legs of 
female and male adults of M. mediator was observed by using scanning electron microscope. The in situ 
hybridization assays were conducted to explore the expression of MmedOBP19 in the forelegs of female 
adults of M. mediator. The fluorescence-based competitive binding assays were performed to measure the 
binding abilities of the recombinant MmedOBPI9 to 86 candidate ligand compounds. [ Results] There are 
three kinds of morphological sensilla on the legs of adult wasps, including sensilla trichodea, sensilla 


chaetica and sensilla basiconica, amongst which sensilla basiconica with two pores on the tip belong to 
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taste sensilla. The in situ hybridization analysis showed that the expression of MmedOBP19 was 


concentrated at the base of the sensilla in tarsi of the foreleg. The results of fluorescence-based 


competitive binding assays revealed that the recombinant MmedOBP19 had strong affinities with non- 


volatile plant secondary metabolites, such as gossypol (K; 22.32 £0. 17 pmol/L) , berberine sulphate 
(K; 24.86 +1.81 pmol/L) , quercetin (K; 24.93 +0.21 pmol/L), tannin (K; 25.23 +0.38 pmol/ 
L), rutin (K; =5.91 +0.26 pmol/L) and quinine (K; = 6. 05 +0. 51 pmol/L). In addition, 
MmedOBP19 could bind to octadecenoic acid ( K; 24.32 +1.73 mmol/L) and linoleic acid ( K, 23.55 
+0. 44 pmol/L), but had a weak binding ability with limonene ( K; = 12. 65 € 2. 55 pmol/L). 


[Conclusion] Legs of M. mediator wasps might be involved in chemical communication behavior, and 


MmedOBPI9 in the legs of M. mediator wasps may play major roles in taste perception. 


Key words: Microplitis mediator; odorant binding protein; sensilla; ultrastructure; in situ hybridization; 


fluorescence-based competitive binding assay; chemoreception 








昆虫 主要 通过 嗅觉 和 味觉 识别 外 界 的 化 学 信 
号 ,化 学 感知 在 昆虫 的 砚 食 .交配 和 躲避 天 政 活 动 中 
起 着 至 关 重 要 的 作用 (Dethier and Crnjar，1982 ) 。 
昆虫 在 长 期 的 进化 过 程 中 ,形成 了 一 套 精 密 的 嗅觉 
和 味觉 感受 系统 。 嗅 觉 感 器 主要 分 布 在 昆虫 的 触 
ffi ,而 味觉 感 器 主要 分 布 在 下 蜂 须 `. 足 的 跌 节 \ 内 展 
和 咽 等 部 位 ,每 一 个 感 器 内 都 分 布 着 不 同 的 神经 元 
(味觉 受 体 神经 元 或 嗅觉 受 体 神 经 元 ) ( 汤 清 波 等 ， 
2011) 。 感 器 作为 昆虫 体 壁 特 化 的 一 部 分 表皮 ,能 
够 感应 外 界 环 境 的 化 学 刺激 ( 余 海 忠 , 2007) 。 外 界 
刺激 物质 通过 感 器 微 孔 进入 到 感 器 腔 ,与 感 器 淋巴 
液 中 的 水 溶性 蛋白 相互 作用 并 被 运输 到 化 学 受 体 神 
经 元 ,从 而 激活 受 体 蛋白 将 化 学 信号 转换 为 电信 号 ， 
并 通过 神经 轴 突 以 脉冲 的 形式 传送 到 中 枢 神 经 系统 
( central nervous system, CNS) 进行 整合 ,然后 CNS 
输出 调控 行为 的 指令 信息 ,昆虫 对 刺激 物质 做 出 相 
应 行为 响应 (Schoonhoven et al., 2005) 。 

昆虫 气味 结合 蛋白 (odor binding proteins, 
OBPs) 是 一 类 小 分 子 水 溶性 蛋白 (120 ~ 150 个 氨基 
酸 , 大 小 约 14 kD), OBPs 一 般 含 有 6 个 保守 的 半 
胱 氨 酸 残 基 , 交互 形成 3 个 二 硫 键 ( Leal et al., 
1999; Scaloni et al., 1999; Tegoni et al., 2004) ,并 
且 具 有 一 个 由 a EE ALI LK TESI ET O R , EE 
结合 多 种 配 体 化 合 物 ( Pelosi et al., 2014) 。 根 据 半 
胱 氨 酸 的 数目 及 结构 ,OBPs 可 以 分 为 Plus-C OBPs, 
Minus-C OBPs, Classic OBPs 和 Atypical OBPs 
(Hekmatscafe et al., 2002; Zhou et al., 2008; Zhou, 
2010) 。 依 据 识 别 配 体 的 类 型 ,OBPs 可 分 为 性 信息 
素 结合 蛋白 (pheromone binding proteins, PBPs) ,3£ 
通气 味 结合 蛋白 (general odorant binding proteins, 
GOBPs) 和 触角 结合 蛋白 (antennal binding protein 
X, ABPX) 三 大 类 ,其 中 PBPs 与 昆虫 感受 性 外 激素 






























































有 关 , 而 其 他 OBPs 则 主要 参与 普通 气味 物质 的 识 
别 ( Robertson et al., 1999) 。 第 一 个 被 鉴定 出 的 昆 
虫 气味 结合 蛋白 是 多 音 天 看 蛾 Antheraea polyphemus 
的 PBP, 该 蛋白 特异 地 表达 在 雄 蛾 的 触角 中 (Vogt 
and Riddiford, 1981)。 一般 认 为 ,昆虫 触角 中 高 表 
达 的 OBPs 与 嗅觉 识别 相关 , EBAR Spodoptera 
exigua 的 PBPI 和 PBP2(Xiu and Dong, 2007) 以 及 
KIF Sesamia inferens 的 OBP5 和 OBP6 等 (Zhang et 
al., 2013) 都 特异 地 在 触角 中 表达 。 随 着 研究 的 深 
入 ,科学 家 发 现 OBPs 不 仅 在 昆虫 触角 中 表达 , 同时 
在 味觉 器 官 中 也 有 表达 。 例 如 , 黑 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster 的 OBP19c 在 昆虫 的 味 党 感 器 中 表达 
( Galindo and Smith , 2001) , KHE Locusta migratoria 的 
OBP2 主要 表达 在 口 器 中 (Yu et al., 2009) , =M EE E 
Adelphocoris fasciaticollis 和 中 黑 育 晴 Adelphocoris 
suturalismirid 的 OBP11 A KIA E A ER O HHE 
(HLF, 2016), F Wi P RS OBP28a 具有 味觉 功能 
( Swarup et al., 2014) , OBPs 不 仅 参 与 昆虫 的 嗅觉 识 
别 行为 ,同样 在 味觉 感知 活动 中 也 发 挥 重 要 作用 
(Shanbhag et al., 2001; Jeong et al., 2013)。 

中 红 侧 沟 草 蜂 Microplitis mediator 隶属 于 膜 翅 
H ( Hymenoptera ) 芋 蜂 科 ( Braconidae) ,是 一 种 寄主 
非常 广泛 的 内 寄生 蜂 , 可 以 寄生 鳞 翅 目 夜 蛾 科 和 斥 
IREL 40 多 种 昆虫 ,包括 棉铃 虫 Helicoverpa armigera , 
fi c. Mythimna separata、 甘 蓝 夜 峨 Mamestra brassicae 
等 重大 农业 害虫 ,在 害虫 综合 治理 策略 中 扮演 着 非 
常 重要 的 角色 (Arthur and Mason，1986 ) 。 大 量 研 
究 表明 ,嗅觉 和 味觉 感受 系统 在 中 红 侧 沟 草 蜂 寻 找 
寄主 的 过 程 中 发 挥 重要 作用 。 本 实验 室 前 期 通过 触 
角 转 录 组 测序 鉴定 获得 20 个 中 红 侧 沟 草 蜂 气 味 结 
合 蛋 白 。 组 织 表达 谱 表 明 , 气味 结合 蛋白 
MmedOBP19 在 中 红 侧 沟 草 蜂 成 虫 的 足 中 高 表达 , 推 
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测 其 可 能 参与 足 部 化 学 感知 功能 ( 绢 勇 等 ,未 发 表 
数据 )。 有 鉴于 此 ,本 人 研究 利用 扫描 电镜 观察 化 学 
感 需 在 中 红 侧 沟 曹 蜂 足 部 的 分 布 , 通 过 原 位 杂交 研 
究 MmedOBP19 在 中 红 侧 沟 革 蜂 前 足 中 的 表达 定 
位 ,并 采用 荧光 竞争 结合 实验 分 析 MmedOBPI9 $ 
组 蛋白 的 配 体 结合 特征 。 相 关 结 果 有 助 于 解析 寄生 
蜂 化 学 感知 行为 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 和 主要 试剂 

试 虫 :本 研究 所 用 的 中 红 侧 沟 草 蜂 由 河北 省 农 
林 科 学 院 植 物 保 护 研 究 所 提供 。 蜂 昔 置 于 温度 28 + 
1C ,相对 湿度 60% , 光 周 期 14L: 10D 的 智能 人 工 气 

















1.4 MmedOBP19 生物 素 标记 探 针 的 合成 

采用 Primer 3 软件 (http://primer3. ut. ee/) ix 
计 Mmed0BP19 基因 特异 性 引物 。 上 游 引 物 序 列 : 
5'-TCGGTTGTGGTTTTGAGTGAATC-3'; 下 游 引 物 序 
4:5'-GGGCTGTITCACATTGGTCATTA-3', |J cDNA 
为 模板 ,在 PCR [turp 3 Mmed0BP19 核 苷 酸 序列 。 
RT-PCR 的 反应 体系 为 25 uL: cDNA 模板 1pL,2 x 
Taq Mixture 12. 5 pkL, 上 下 游 引物 (10 pmol/L) 各 
1 uL, KZK 9.5 uL, PCR 反应 程序 : 94C 4 min; 
94*C 30 s,55*C 30 s,72% 45 s,35 个 循环 ;72% 10 
min, Ji 5 pL 扩 增 产物 通过 1.2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 
进行 检测 。 随 后 , 取 5 uL PCR 产物 与 1 uL pEasy- 
T3 载体 室温 连接 5 min ,转化 到 感受 态 细胞 进行 蓝 
白斑 筛选 ,随机 挑选 10 个 阳性 克隆 进行 测序 。 


















































候 箱 中 羽化 。 成 忠 羽 化 后 饲 螺 10% 蜂蜜 水 补充 
营养 。 

试剂 及 其 生产 厂家 :总 RNA 提取 试剂 Trizol, 
Invitrogen 公司 ; 反 转 录 试 剂 盒 ( FastQuant RT Kit) 和 
BL21( DE3) 感受 态 细胞 ,天 根 生 化 科技 有 限 公 司 ; 
pEASY-T3 克隆 试剂 盒 ,北京 全 式 金 生物 技术 公司 ; 
DNA 胶 回 收 试剂 盒 和 质粒 提取 试剂 僵 , Axygen 公 
Hj; 限制 性 内 切 酶 , TaKaRa 公司 ; Biotin RNA 
Labeling Mix 试剂 盒 , Roche 公司 ; SSC (20 x ), 
ThermoFisher 公司 ; TSA Fluorescence Systems 试剂 
盒 ,PerkinElmer 公司 ;冷冻 包 埋 剂 (0CT) ,Sakura 公 
司 ;高 亲 和 Ni-NTA 纯化 介质 , 金 斯 瑞生 物 科 技 公 
司 ;重组 肠 激 酶 ,Novagen 公司 ; 奖 光 探 针 1-NPN 和 
配 体 标 样 Sigma-Aldrich 公司 。 
1.2 中 红 侧 沟 草 蜂 足 部 扫描 电镜 样品 制备 

取 当 天 羽化 峻 蜂 和 雄 蜂 各 5 头 ,在 体 视 显 微 镜 
下 用 解剖 久 子 分 别 取 前 足 、 中 是 和 后 足 , 并 置 于 
75% 的 酒精 中 。 随 后 ,分 别 用 7096, 80%, 9096, 
95% 和 10096 的 酒精 进行 梯度 脱水 处 理 , 每 个 梯度 
各 处 理 10 min。 处 理 好 的 样品 置 于 日 立 HCP-2 CO, 
临界 点 干燥 仪 内 干燥 2 hb, 随后 用 导电 胶布 将 样品 固 
定 在 样品 台 上 ,采用 日 立 IB-5 离子 镀膜 仪 进行 喷 
金 。 最 后 ,在 Quanta 200F 扫描 电镜 下 对 样品 进行 
观察 拍照 。 
1.3 RNA 提取 与 cDNA 合成 

参照 试剂 操作 说 明 书 ,采用 Trizol 法 提取 中 红 
侧 沟 草 蜂 足 的 总 RNA。 通 过 1% 琼脂 糖 凝 腕 电泳 和 
NanoDrop 2000 分 光 光 度 计 (Thermo， 美 国 ) 检测 
RNA 样品 质量 。 随 后 ,按照 反 转 录 试 剂 盒 说 操作 明 
书 合成 cDNA。 










































































根据 重组 质粒 pEasy-T3-MmedOBP19 的 序列 ， 
选择 Sac I 限制 性 内 切 酶 对 重组 质粒 进行 线性 化 处 
理 。 以 线性 化 的 质粒 为 模板 ,按照 操作 说 明 书 使 用 
Biotin RNA Labeling Mix 试剂 盒 合成 生物 素 Biotin 
标记 的 RNA 探 针 。 合 成 后 的 标记 产物 加 入 杂交 组 
冲 液 稀释 至 100 ng/ uL. 
1.5 原 位 杂交 

FEET opp (25 X B NESE Bip e, (LET. OTC 
中 。 利 用 Thermo" CryoStar NX50 冷冻 切片 机 将 样 
品 切 成 12 pm 厚 的 薄片 ,并 粘 附 至 载 玻 片 上 (Fisher 
Scientific, 美国 ) 。 将 样品 置 于 室温 干燥 15 min, 随 
后 置 于 固定 液 (0. 1 mol/L NaHCO, ,4% ZR HPR, 
pH 9.5) P 4% 固定 30 min。 固 定好 的 样品 按照 以 
下 步骤 进行 处 理 : PBS (0. 85% NaCl, 1. 4 mmol/L 
KH,PO,, 8 mmol/L Na, HPO,, pH7.1) 洗 1 min;0.2 
mol/L HCl AIA 10 min; 含 1% Triton X-100 的 
PBS 洗 2 min;PBS 洗 2 次 ,每 次 1 min; 杂 交 液 (30% 
甲 酰胺 ,5 x SSC,1096 MRE 98,200 ug/mL yeast 
tRNA ,200 ug/mL herring sperm) 中 60*C 孵育 1 ho 
预 杂 交 结 束 后 ,加 入 含有 探 针 的 杂交 液 60Y 杂交 过 
夜 。0.2 xSSC 溶液 607C 清洗 3 次 ,每 次 20 min, 随 
后 用 TBS(100 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, pH 
7.5) 冲洗 1 min; 加 入 封闭 液 ( 含 196 blocking 
solution 和 0. 03% Triton X-100 的 TBS) 室 温 封 闭 30 
min; 封 闭 后 加 入 含有 Strep-HRP( 用 封闭 液 1: 100 
稀释 ) 的 封闭 液 ,37%C RET 1 h; 用 含有 0. 05% 
Tween 20 的 TBS( TBST) 清洗 3 次 ,每 次 5 min; 按 照 
TSA Fluorescence Systems 试剂 盒 说 明 书 加 入 TSA JE 
物 ,室温 孵育 10 min; 反 应 结束 后 用 TBST 清洗 ; E) 
片 后 在 华 司 激光 共聚 焦 显 微 镜 下 观察 并 拍照 ,激发 
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波长 为 494 nm, 
1.6 MmedOBP19 重组 蛋白 表达 和 纯化 

根据 MmedOBP19 基因 序列 ,设计 去 信号 肽 序 
列 的 引物 进行 PCR 扩 增 。 上 游 引 物 序列 :5'-TACTC 
ACCATGGGAGCGATAACTGCCGAAGAT-3'; 下 游 引 
'!y HE 95 :5'-TACTCACTCGAGTTATCCCAGGATAAGA 
TTTGG-3' ;下 划 线 分 别 表 示 Nco 工 和 Xho 工 酶 切 位 
点 。PCR 扩 增 方法 参照 1.4 节 。 按 照 操作 说 明 书 对 
目的 片段 进行 双 酶 切 ,并 通过 TI4 连接 酶 将 目的 片段 
连接 至 pPET-30a ( + ) 表达 载体 , 获得 pET30a/ 
MmedOBP19 重组 质粒 后 ,转化 至 BL21 ( DES ) 感受 
态 细 胞 中 进行 诱导 表达 。 利 用 在 线 软件 ExPASy 
(http ;//web. expasy. org/compute, pi/) 预测 重组 目 
标 蛋 白 分 子 量 。 

将 正确 克隆 培养 至 0Dao 在 0.6 ~0.8 之 间 , 加 
和 人 终 浓 度 为 0.5 mmol/L H IPTG,18% 180 r/min 1$ 
导 过 夜 ,离心 收集 菌 体 ,超声 破碎 后 ,收集 包涵 体 , 用 
于 和 蛋白 纯化 。 包 涵 体 处 理 步 又 如 下 :用 溶液 1 (50 
mmol/L Tris, 0. 2% Triton X-100, pH 6. 8) 清洗 包 
涵 体 沉淀 ,离心 收集 沉淀 ;加 入 10 mL 的 6 mol/L $r 
酸 遥 溶解 沉淀 ,溶解 后 加 入 10 mL 7883 IE (10 mmol/ 
L 二 硫 苏 糖 醇 , 200 mmol/L Tris, pH 8.0) ,室温 100 
r/min 孵育 60 min; 加 入 4 mL W Ill (100 mmol/L 
KAR, 0.5 mol/L AAAH) 孵育 10 min ,以 氧化 
溶液 中 剩余 的 二 硫 苏 糖 醇 ; 加 入 10 倍 体 积 的 溶液 人 
(5 mmol/L 半 胱 氮 酸 ，100 mmol/L Tris, pH 8.0), 
室温 100 r/min 孵育 过 夜 。 包 涵 体 处 理 结束 后 , 离 
心 收集 上 清 并 用 截留 分 子 量 为 10 kD 的 超 滤 管 进行 
超 滤 。 超 滤 后 溶液 装 人 截留 分 子 量 为 10 kD 的 透析 
袋 在 5 工 的 1xPBS 蛋白 缓冲 液 中 AC 透析 过 夜 , 利 
用 高 亲 和 Ni-NTA 纯化 介质 对 蛋白 进行 纯化 。 纯 化 
后 的 蛋白 用 肠 激 酶 去 除 His 标签 , 酶 切 后 再 次 利用 
高 亲 和 Ni-NTA 介质 纯化 。 
1.7 ”荧光 竞争 结合 实验 

本 试验 使 用 了 -380 荧光 分 光 光 度 计 (天 津 , 东 
港 ) ,所 用 容器 为 1 cm 的 石英 杯 。 仪 器 设置 参数 为 : 
激发 波长 337 nm ,发 射 波长 范围 380 ~500 nm, cz 
宽度 10 nm, 灵 敏 度 设 为 3。 比 色 严 中 加 入 2 mL 浓 
度 为 2 umol/L 重组 MmedOBP19 蛋白 溶液 ,依次 加 
入 奖 光 探 针 1-NPN ,使 其 终 浓 度 由 1 pmol/L E 8 
hmolL, 并 扫描 记录 相应 的 荧光 信 叶 。 利 用 
Scatchard 方程 计算 MmedOBP19/1-NPN 的 结合 常数 
( Ban et al., 2003) 。 

以 色谱 级 甲醇 作为 溶剂 ,配制 1 mmol/L 的 配 体 









































样品 。 在 含有 2 mL 50 mmol/L Tri-HCl 缓冲 液 (pH 
7.4) 的 石英 杯 中 加 入 重组 蛋白 和 1-NPN , 终 浓度 均 
为 2 pmol/L。 将 配 体 样品 梯度 加 入 到 混合 液 中 ,和 终 
浓度 由 2 pmol/L 递增 至 10 pmol/L( 甲 醇 终 浓度 为 
24.7 mmol/L) ,扫描 记录 荧光 变化 情况 。 根 据 公式 
K; = [165 ]/(1 € [ I-NPN J/K, us) 计算 重组 蛋白 
MmedOBPI9 与 配 体 的 结合 常数 Ki。 其 中 [ICs ] fX 
表 MmedOBP19/1-NPN 复合 物 的 荧光 强度 下 降 至 一 
半 时 所 加 入 配 体 的 浓度 , [ 1-NPN ] 代表 未 结合 的 
1-NPN 的 浓度 , Ki npn 代表 MmedOBP19/1-NPN 的 结 
Av Gu et al., 2011 ) 。 








2 结果 


2.1 中 红 侧 沟 草 蜂 足 的 感 器 类 型 

根据 昆虫 足 的 基本 构造 ,中 红 侧 沟 昔 蜂 的 足 分 为 
6 节 : 分 别 是 基 节 、 转 节 、 腿 节 、 肥 节 、 足 节 和 前 足 节 。 
利用 扫描 电镜 对 中 红 侧 沟 草 蜂 前 、 中 和 后 足 各 节 进 行 
观察 ,发 现 寄 生 蜂 的 足 主要 分 布 3 种 类 型 的 感 右 : E 
形 感 器 (sensilla trichodea)、 刺 形 感 器 (sensilla 
chaetica ) 和 锥 形 感 器 (sensilla basiconica) (图 1)。 

毛 形 感 器 是 胸 足 分 布 最 广 、 数 量 最 多 的 感 器 类 
型 , 呈 毛 状 。 该 感 器 的 基部 插入 表皮 隆起 的 基 座 中 ， 
表面 具 明 显 纵 纹 , 端 部 逐渐 变 细 ,末端 呈 锥 状 。 根 据 
毛 形 感 器 的 大 小 及 分 布 位 置 ,可 进一步 将 其 分 为 毛 
形 感 器 ST I MERA STI. STI KESAH 
足 的 每 一 节 , 细 长 形 , 长 度 变异 较 大 , 约 17 ~40 um, 
基部 直径 约 1.0~1.7 pm( 图 1: A)。STI 分 布 数 
量 较 少 ,主要 分 布 在 足 节 各 亚 节 的 末端 ,长 度 约 为 
27 ~40 pm, 基部 直径 约 为 4~5 hm, 明 显 粗 于 STI 
(图 1:B)。 

刺 形 感 器 , 呈 短 刺 状 ,顶端 较 钝 ,表面 光滑 , 若 
插入 表皮 四 陷 处 ,与 胸 足 的 纵 轴 成 直角 。 刺 形 感 絮 
明显 短 于 其 他 类 型 感 器 ,最短 约 3 pm, 最 长 约 10 
hm( 图 1: C)。 刺 形 感 器 在 胸 足 的 分 布 数量 较 少 ， 
主要 集中 在 基 节 与 身体 的 连接 处 ,在 基 节 与 转 节 的 
节 间 处 也 发 现 该 感 器 的 分 布 。 

锥 形 感 器 ,由 基部 到 端 部 逐渐 变 细 ,如 锥 状 , 尖 
端 钝 圆 ,表面 有 纵 纹 ,明显 比 毛 形 感 器 更 加 垂直 于 胸 
足 的 纵 轴 , 锥 形 感 器 长 约 14 ~ 20 nm, 基部 直径 约 
1.3 ~1.7 hm, 端 部 具 孔 状 结构 (图 1: D-F). tÈ 
形 感 器 在 雌 蜂 和 雄 蜂 的 前 足 . 中 足 和 后 足 中 均 有 分 
布 ,主要 集中 在 胸 足 中 节 的 各 亚 节 ,并 且 雌 蜂 锥 形 感 
器 的 数量 多 于 雄 蜂 。 
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Fig. 1 


图 1 中 红 侧 沟 草 蜂 足 部 感 右 类 型 


Types of sensilla in the legs of Microplitis mediator adults 





A: 毛 形 感 器 STT Sensilla trichodea I ; B: 毛 形 感 器 ST II Sensilla chaetica II ; C; WIJE ý% Sensilla chaetica; 
D-F: 锥 形 感 器 Sensilla basiconica. 每 种 感 器 由 白色 箭头 标 出 。Each type of sensilla is indicated with white arrow. 





2.2 MmedOBP19 在 前 足 中 的 表达 

利用 生物 素 标 记 的 MmedOBP19 探 针 结合 原 位 
杂交 技术 ,对 MmedOBP19 在 中 红 侧 沟 草 蜂 前 足 中 
的 表达 进行 检测 。 杂 交 结 果 显 示 , 绿 色 奖 光标 记 的 
杂交 信号 主要 分 布 在 前 足 的 跌 节 ,并 且 标 记 的 细胞 











团 主要 集中 在 表皮 下 方 ,这 与 锥 形 感 器 在 踊 节 的 分 

村 征 一 致 。 阴 性 对 照 中 未 检测 到 特异 性 荧光 信 
号 ,表明 绿色 标记 的 荧光 信号 为 特异 性 杂交 信号 
(图 2)。 











2 Mmed0BP19 在 





HZ] 


[ 侧 沟 草 蜂 前 足 的 表达 











Fig. 2 Expression of MmedOBP19 in the foreleg of Microplitis mediator adults 


2.3 MmedOBP19 重组 蛋白 的 表达 及 配 体 结合 
特征 

SDS-PAGE 结果 表明 ,MnmedOBP19 和 蛋白 在 上 清 
中 仅 有 少量 表达 ,而 在 包涵 体 中 大 量 表达 ,最 终 选 择 
包涵 体 进行 蛋白 纯化 。 重 组 蛋白 经 过 亲 和 层 析 纯 化 
及 肠 激酶 切 后 得 到 较 纯 的 MmedOBPI9 和 蛋白 ,目的 
蛋白 条 带 大 小 与 预测 的 分 子 量 大 小 (13 kD ) 基本 一 
致 ,浓度 为 1.5 mg/mL( 图 3)。 





以 1-NPN 作为 菊 光 探 针 进行 芝 光 竞争 结合 试 
验 ,通过 Scatchard 方程 绘制 回归 曲线 计算 出 
MmedOBP19 和 1-NPN 复合 物 的 结合 常数 为 3. 86 
pmol/L( Él 4) 。MmedOBP19 与 86 种 化 合 物 的 结合 
能 力 结果 显示 , 非 挥发 性 植物 次 生物 质 包 括 棉 酚 \ 硫 
REER MWER AT 芸香 叶 苷 和 奎 宁 能 够 较 强 
地 与 MmedOBP19 结合 ,重组 MmedOBP19 也 能 够 结 
合 低 挥发 性 化 合 物 油 酸 及 亚 油 酸 ,但 与 柠檬 烯 的 结 























618 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 60 35 





kD ew 


1 

10029 三 过 

70 499 = 

55 

40 -— 

35 -m 

25-— 

15 -= 1; 

10-— es 

- 


图 3 MmedOBP19 重组 蛋白 的 SDS-PAGE 分 析 

Fig. 3 SDS-PAGE analysis of the recombinant MmedOBP19 
M: 蛋白 质 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1 : 

未 诱导 菌 体 Non-induced Escherichia coli; 2: 诱导 菌 体 
Induced £. coli; 3: 上 清 液 Supernatant: 4: 包涵 体 Inclusion 
body; 5: 纯化 后 蛋白 Purified protein; 6: 去 标签 蛋白 
Protein without His-tag. 箭头 指示 MmedOBP19 条 带 。The 
MmedOBP19 band is marked by an arrow. 


HH 


| 




















合力 较 弱 (图 5) 。 其 中 ,重组 MmedOBPI9 与 棉 酚 的 
AA 2.32 £0.17 pmol/L( 
1) 。 不 能 有 效 结合 的 配 体 化 合 物 包括 : 橙 花 叔 醇 、 
We cu 
己 醇 、 正 己 醇 3- 甲 基 -1- 丁 醇 、 反 -2- 已 烯 醇 .3- 环 已 
Kis-1-FH SZ .1-JX RR ERE IESE RE, LRT CRR 
脂 乙 酸 己 酯 乙酸 正 辛 酯 乙酸 叶 醇 酯 乙酰 丙 酸 丁 
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Relative fluorescence 
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Ligand concentraion 


图 5 MmedOBP19 与 9 种 配 体 的 竞争 结合 曲线 
Fig. 5 Competitive binding curves of MmedOBP19 to nine ligands 


3 讨论 


昆虫 的 化 学 感受 器 不 仅 集中 在 化 学 感觉 器 官 
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Fig. 4 The binding curve and relative Scatchard 
plot of 1-NPN and MmedOBPI19 





Hs 丙烯 酸 环 已 酯 、 丁 酸 乙 酯 、 丁 酸 成 酯 、 丁 酸 - 反 -2- 
己 烯 酯 己 酸 已 酯 . 葵 乙 酸 乙 酯 .水 杨 酸 甲 酯 .2- 甲 基 
丁 酸 叶 醇 酯 .3 ,4- 二 甲 基 葵 甲 醛 .4- 乙 基 葵 甲醛 E 
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2- 庚 酮 .6- 甲 基 -5$- 庚 烯 -2- 酮 .B- 紫 罗兰 酮 . 间 二 甲 茶 、 
乙酰 茶 -F— be. ZR L2-H AER nS | ELE). BER 
酸 、 标 榈 酸 \ 水 杨 苷 、 柚 皮 苷 、 茶 碱 .咖啡 因 、 儿 茶 酚 、 
表 儿 茶 素 阿托品、 工 糖 .葡萄糖 ,2k- 木 糖 、 海 党 糖 和 
a- 果 糖 ,它们 的 结合 常数 均 大 于 50 pmol/L, 
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上 ,在 许多 非 化 学 感觉 右 官 上 也 有 分 布 。 本 研究 通 
过 扫描 电镜 对 中 红 侧 沟 草 蜂 胸 足 的 化 学 感受 器 类 型 
进行 观察 ,结果 发 现 , 中 红 侧 沟 草 蜂 足 部 主要 分 布 3 
种 类 型 的 感 器 : 毛 形 感 器 、 刺 形 感 顺 和 锥 形 感 器 ,这 
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表 1 MmedOBP19 与 配 体 结合 特性 
Table 1 Binding properties of MmedOBP19 with different ligands 























配 体 CAS 登录 号 ICs K; 
Ligands CAS no. ( pmol/L) ( pmol/L) 
FTE Ka Limonene 5989-27-5 15.25 12.65 +2.55 
油 酸 Octadecenoic acid 112-80-1 4.90 4.32 +1.73 
亚 油 酸 Linolic acid 60-33-3 4.78 3.55 +0.44 
硫酸 黄连 素 Berberine sulphate 316-41-6 7.25 4.86 +1.81 
棉 酚 Gossypol 303-45-7 3.241 2.32 +0.17 
单 宁 Tannins 1401-55-4 6.65 5.23 +0.38 
Æ F Quinine 130-95-0 7.05 6.05 +0.51 
HIZ Quercetin 117-39-5 6.54 4.93 +0.21 
A i Rutin 153-18-4 7.80 5.91 +0.26 


3 PRR AEAT P ZU TJ E E fol ff "P RS) REDE n 
刺 形 感 器 和 锥 形 感 器 形态 相似 ( 董 文 霞 和 张 钟 宁 ， 
2006; 李 科 明 等 , 2012) 。 通 常 ,化 学 感受 器 外 部 的 
主要 形态 特征 是 具有 壁 孔 (嗅觉 感 器 ) 或 顶 孔 (味觉 
RAF ) (Zacharuk et al., 1980)。 中 红 侧 沟 草 蜂 胸 足 
毛 形 感 器 和 刺 形 感 器 的 感 器 壁 与 顶端 均 未 发 现 微 
FL ,而 在 锥 形 感 器 顶端 具有 明显 的 孔 状 结构 。 一 般 
认为 , 毛 形 感 器 和 刺 形 感 器 为 机 械 感 受 器 , 锥 形 感 器 
为 味觉 感受 器 。 目 前 ,关于 味觉 感 器 在 昆虫 足 部 的 
分 布 及 味觉 功能 已 在 多 种 昆虫 中 报道 (Zhang et al., 
2010, 2011) 。 鳞 翅 目 昆虫 成 虫 足 上 的 味觉 感 器 在 
其 寻找 产 卵 位 置 的 过 程 中 发 挥 重要 作用 ( Chun and 
Schoonhoven, 1973) 。 果 蝇 的 足 部 也 分 布 着 味觉 感 
器 ,前 足 味 觉 感 器 内 的 化 学 受 体 介 导 非 挥发 的 性 信 
息 素 识别 (Koh et al., 2014) , 因此 前 足 可 能 在 果 蝇 
配偶 的 识别 过 程 具有 重要 作用 。 

气味 结合 蛋白 在 昆虫 外 周 化 学 感 器 识别 外 界 刺 
激 的 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 。 研 究 发 现 OBPs 不 仅 
存在 于 昆虫 嗅觉 感 器 中 ,在 味觉 器 官 也 有 表达 
(Shanbhag et al., 2001 ; Ma et al., 2016) 。 本 实验 室 
前 期 研究 发 现 ,Mmed0BP19 在 中 红 侧 沟 草 蜂 的 足 中 
AKERA (ŽB, RER ý J), 暗示 着 
MmedOBP19 可 能 参与 足 的 化 学 信息 感知 。 本 研究 
通过 原 位 杂交 技术 进一步 发 现 该 基因 的 表达 主要 集 
中 在 足 足 节 的 表皮 下 方 。 通 常 ,OBP 和 蛋白 是 由 辅助 
细胞 合成 并 进一步 分 泥 到 化 学 感 器 淋巴 液 中 
















































































可 能 也 在 中 红 侧 沟 蕾 蜂 足 的 锥 形 感 器 中 表达 。 
通常 来 说 ,基因 的 功能 往往 与 其 表达 的 位 置 有 
关 ,Mmed0BP19 在 足 部 味觉 感 器 的 表达 ,表明 其 可 
能 与 味觉 物质 的 识别 有 关 。 本 研究 选取 了 86 种 配 
体 化 合 物 与 重组 MmedOBPI9 进行 获 光 竞争 结合 实 
验 ,这 些 配 体 化 合 物 包括 68 种 挥发 物 、13 种 非 挥发 
性 植物 次 生物 质 和 5 种 糖 类 物质 。 研 究 发 现 ， 
MmedOBP19 主要 与 非 挥 发 性 物质 如 棉 酚 、 硫 酸 黄连 
3R MERK AT .芸香 叶 苷 和 奎 宁 等 具有 强 的 结合 
能 力 ,表明 MmedOBPI9 可 能 主要 介 导 非 挥发 性 信 
息 化 合 物 的 识别 并 参与 足 的 味觉 识别 行为 ,这 与 其 
基因 在 足 中 的 表达 特征 相 一 致 。 昆 虫 可 以 利用 胸 足 
接触 环境 中 的 物质 , 足 部 的 化 学 感 器 可 对 环境 中 洪 
在 的 信息 化 合 物 进 行 最 初 的 判断 。 寄 生 蜂 可 能 通过 
足 部 化 学 感 器 检测 寄主 残留 在 植物 上 的 示 踪 物 或 用 
来 感受 异性 个 体 的 非 挥 发 信息 素 。 然 而 ,就 目前 的 
结合 实验 结果 来 看 ,很 难 推 新 MmedOBPI9 Æ HH 
体 参 与 了 中 红 侧 沟 昔 蜂 足 部 化 学 感知 的 哪 一 环节 。 
另外 ,重组 MmedOBP19 还 可 以 微弱 地 结合 挥发 性 
物质 柠檬 烯 ,暗示 其 在 中 红 侧 沟 昔 蜂 足 的 化 学 感知 
过 程 中 可 能 具有 多 重 功能 。 因 此 ,MmedOBP19 在 中 
红 侧 沟 草 蜂 足 部 的 蛋白 定位 及 化 学 识别 功能 仍 需 要 
深入 研究 。 下 一 步 拟 开 展 的 工作 包括 通过 免疫 组 织 
化 学 技术 从 和 蛋白 水 平 对 MmedOBP19 在 足 部 感 器 进 
行 定 位 , 利用 RNAi 或 基因 编辑 技术 敲 除 
Mmed0BP19 ,观察 缺失 靶 标 基因 对 中 红 侧 沟 昔 蜂 化 



























































(Steinbrecht, 1992) 。 由 于 原 位 杂交 技术 仅 从 核酸 
水 平 对 OBP 基因 进行 细胞 定位 ,因此 很 难 将 OBP 
基因 定位 到 具体 的 感 器 中 。 结 合 足 部 扫描 电镜 观察 
的 结果 , 匆 形 感 器 主要 分 布 在 足 的 中 节 ,并 且 是 足 部 
任 一 的 化 学 感受 絮 类 型 。 因 此 ,推测 MmedOBP19 
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学 识别 行为 的 影响 等 。 
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